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细胞进入S期开始下降，到G：／M期降为零[8]。

Cyclin E／CDK2参与G。／S期的pRb磷酸化作用，

能加速S期，对DNA复制的启动十分重要。

Ohtsubo等[6]发现向G。期正常的人成纤维细胞微

注射抗cyclin E抗体可以抑制细胞进入S期。在乳

腺癌、结肠癌、前列腺癌中，均有cyclin E的过度表

达。研究报道E7,8]，cyclin E参与白血病的发生，在急

性白血病中cyclin E表达增高，其表达水平与疾病

恶性程度有关，高表达者预后差，生存期短。

在本实验中证实，对K562细胞进行甘草次酸

干预后，细胞中的两种G。期调控蛋白cyclin D1和

cyclin E表达水平均被下调，细胞周期发生改变，这

可能是甘草次酸抑制肿瘤细胞增殖的主要机制。然

而此过程中甘草次酸除了下调cyclin D1和cyclin E

的表达水平外，是否还牵涉到抑制CDKs的活性或

者激活CDI活性[6]，还有待进一步研究。同时，甘草

次酸在动物模型体内的作用研究尚在实验摸索中。
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摘要：目的探讨大黄素对体外培养LoVo细胞水通道蛋白2(aquaporin 2，AQP2)表达的调节效应。方法体

外培养LoVo细胞并予不同质量浓度大黄素含药培养液24 h处理及大黄素含药培养液(20 mg／L)不同时间处

理，采用免疫细胞化学方法观察LoVo细胞AQP2蛋白表达位置并初步观察AQP2蛋白表达的变化趋势，采用

Western blotting及半定量RT—PCR检测AQP2蛋白及mRNA的表达。结果AQP2表达于LoVo细胞的细胞

膜，且与大黄素用药浓度及用药时间存在着相关性。进一步的Western blotting证实，不同质量浓度大黄素含药培

养液均可抑制AQP2蛋白的表达，药物质量浓度愈大，AQP2蛋白的表达愈低，其中大黄素20mg／L组及40mg／L

组AQP2蛋白表达显著性降低I大黄素作用3、6 h组，AQP2蛋白表达上升，但与对照组比较，无显著差异，作用

12、24、48 h组，AQP2蛋白表达呈进行性下降趋势。半定量RT—PCR结果显示，随着大黄素质量浓度的增加，

AQP2 mRNA表达呈进行性下降趋势；在时间一效应方面，随着用药时间的延长，AQP2 mRNA表达呈进行性下降

趋势。结论大黄素可抑制LoVo细胞AQP2基因转录与翻译，这提示大黄素对AQP2表达的调节效应可能与大

黄的泻下作用有关。
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Abstract：Objective To investigate the effects of emodin in regulating aquaporin 2(AQP2)in LoVo

cells cultured with RPMI一1640 medium containing emodin．Methods LoVo cells were cultured with

RPMI一1640 medium containing emodin in different concentration for 24 h and were cultured with RPMI一

1640 containing emodin(20 mg／L)for different times．The location of AQP2 protein in LoVo cells was

definited by immuocytochemistry dyeing and the effects of emodin on regulating aquaporin 2 were initially

evaluated．Western blotting and semiquantitative RT—PCR were adopted to detect the relative expression

of AQP2 protein and AQP2 mRNA，respectively．Results AQP2 was located in plasma membrane of

LoVo cell，and moreover，the degree of dyeing correlated with the concentration of emodin and the

affecting time．The relative expression of AQP2 protein decreased with the。increasing of emodin

concentration and that in 20 and 40 mg／L emodin groups decreased significantly；The relative expression of

AQP2 protein increased in 3 and 6 h groups．However there was no significant difference contrasted with

that in the control group．Then the protein expression gradually decreased in 12，24，and 48 h groups．

The results of semiquantitative RT—PCR demonstrated that the relative expression of AQP2 mRNA

decreased with the increasing of emodin concentration．In the time—effect relationship，the relative

expression of AQP2 mRNA also decreased with the prolongation of the culture time．Conclusion Emodin

could inhibit the genetic transcription and the translation of AQP2 gene in LoVo cells，which demonstrates

that the change of AQP2 expression regulated by emodin maybe correlate with the cathartic effect of

rhubarb．

Key words：emodin；LoVo cellline；aquaporin 2(AQP2)

大黄是常用的中药之一，具有泻热通肠、凉血解

毒、逐瘀通经的作用。《本草经》记载大黄“下瘀血、血

闭寒热、破瘕瘕积聚、留饮宿食、荡涤肠胃、推陈致

新、通利水谷，调中化食，安和五脏”。《本草纲目》谓

其主“下痢赤白，里急腹痛，小便淋沥，实热燥结，潮

热谵语，黄疸，渚火疮”。大黄也是目前治疗便秘的主

要药物之一，在临床上得到广泛应用。大黄素(1、3、

8一三羟基一6一甲基蒽醌，emodin)是大黄发挥泻下作

用的主要直接活性物质之一，在大黄游离蒽醌中占

的比例较大且较稳定[1]。本研究以人结肠癌LoVo

细胞为靶细胞，采用免疫细胞组化、Western

blotting、RT—PCR等方法，观察大黄素对体外培养

LoVo细胞水通道蛋白2(aquaporin 2，AQP2)蛋

白及mRNA表达的影响，为阐明大黄泻下作用的

具体机制提供理论依据。

1材料

1．1药品与试剂：大黄素对照品(化学对照品，定

量测定用)，购自中国药品生物制品检定所，20 mg／

支，批号110756。RPMI一1640培养液、小牛血清、胰

蛋白酶、二甲基亚砜(DMSO)，均为Gibco公司产

品；AQP2兔抗多克隆抗体、SABC试剂盒，p

tubulin兔抗多克隆抗体、荧光标记二抗，SANTA

CRUZ公司；Trizol细胞裂解液，Invitrogen公司；

RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis试剂盒，

Fermentas公司；GoTaq Green Master Mix PCR试

剂盒，Promega公司。

1．2仪器：倒置相差显微镜，正置显微照相系统，日

本Olympus公司；CO。恒温细胞培养箱，德国

HERA公司；梯度PCR仪，日本Biometra公司；

Odyssey红外荧光成像仪；自动电泳凝胶成像分

析仪。

1．3 细胞系：LoVo细胞株，由第四军医大学动物

中心惠赠。

2方法

2．1 LoVo细胞的培养：LoVo细胞系来源于人结

肠腺癌，培养呈上皮样生长，于含10％小牛血清的

RPMI一1640培养液中，37℃、饱和湿度、5％C02条

件下培养，每隔24 h更换培养液。细胞长满瓶底约

80％时，用2．5 g／L胰蛋白酶消化3～5 min，按

1：3分瓶传代。
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2．2细胞爬片的制备：取8 mm×8 mm的盖玻片，

依次用浓硫酸、无水乙醇浸泡，高温高压消毒备用。

将消化好的细胞用含10％小牛血清的RPMI一1640

培养液稀释，吹打成浓度为5×104／mL的细胞悬

液，用吸管吸取细胞悬液，滴加到预置于培养皿中的

盖玻片上，待4～6 h后，镜下观察细胞已贴壁，加入

含10％小牛血清的RMPI一1640培养液或含药培

养液。

2．3药物处理[2。】：实验分为大黄素含药培养液不

同剂量作用24 h及大黄素含药培养液(20 mg／L)

不同时间作用两大组。其中不同剂量处理分为大黄

素高、中、低剂量组(大黄素质量浓度分别为40、

20、10 mg／L)，正常对照组4组。不同时间作用处理

分为作用时间48、24、12、6、3 h，正常对照组6组。大

黄素为20 mg加入DMSO 1 mL，得20 pg伽L的大

黄素一DMSO溶液。使用时取20 pL溶液，移入离心

管中，加含10％小牛血清的RPMI一1640培养液10

mL，无菌滤过即得40 mg／L的大黄素含药培养液，

依次倍比稀释，可得20、10 mg／L的大黄素含药培

养液。

在已接种LoVo细胞的爬片上，观察细胞已贴

， 壁，即可加入不同质量浓度的大黄素含药培养液，作

用24 h后，4％多聚甲醛固定30 min，用中性树脂

贴于载玻片待行AQP2免疫细胞化学染色。在已接

种LoVo细胞的爬片上，观察细胞已贴壁，即可在其

中一个培养皿中加入20 mg／L的大黄素含药培养

液，其他培养皿加入正常含10％小牛血清的

RPMI一1640培养液；24 h后，在余下5个培养皿中

的一个加入20 mg／L的大黄素含药培养液，其他4

个更换正常含lo％小牛血清的RPMI一1640培养

液，依次类推。作用结束后，固定爬片并用中性树胶

贴于载玻片待用。

同细胞爬片的药物处理，在75 cm2的培养瓶中

接种细胞，给予不同质量浓度大黄素含药培养液作

用和大黄素含药培养液(20 rag／L)不同时间作用。

作用结束后，消化收集细胞进行Western blotting

检测及RT—PCR检测。

2．4免疫细胞化学染色：按试剂盒说明书进行。取

已固定的药物处理过的细胞爬片，用0．01 mol／L

PBS(pH 7．4)漂洗细胞5 min×2次；滴加100×

Triton，37‘C保湿孵育10 min，PBS漂洗5 min×2

次；滴加1％H20：，37℃保湿孵育10 rain，PBS漂

洗5 min×2次；分别加入含1．5％BSA的PBS溶

液，按1：50稀释的兔抗AQP2抗体，4℃过夜，次

日复温1 h，PBS冲洗5 rain×3次．力Ⅱ人生物素化

抗兔IgG抗体，37℃保湿孵育30 rain，PBS冲洗5

min×3次；滴加稀释好的SABC复合液，37℃保湿

孵育30 min，PBS冲洗5 rain×3次；用DAB显色

液反应10 min，自来水冲洗2 min；常规核衬染、脱

水、脱腊、封片。用Olympus显微照相系统摄取相片。

2．5 Western blotting检测：用2．5 g／L胰蛋白酶

收集细胞，PBS冲洗，转到1．5 mL离心管中，加细

胞裂解液(含0．1 mmol／L PBS；1％Nonidet P一40；

质量分数0．05％去氧胆酸钠；质量分数0．1％十

二烷基磺酸钠；100 mg／L苯甲基磺酰氟；1 mg／L

亮肽素)1 mL，充分震荡，裂解5 min；冰上放置

15～30 min；4℃，12 000 r／min，离心15 min；上清

液转移入一新离心管中。利用去污剂蛋白定量试剂

盒进行总蛋白定量。采用SDS—PAGE凝胶不连续

缓冲系统进行电泳。取蛋白样品各20 pg，经上样缓

冲液处理后上样，其中浓缩胶3％，80 V，约30min；

分离胶10％，120 V，约90 min。硝酸纤维素膜100

V电转膜120 min。转膜后丽春红染色2～3 min观

察转膜效果。将转好的膜放人含有0．5％聚山梨酯

20的PBST中，洗膜5 min；然后封入含有5％BSA

的塑料袋中，室温缓慢摇动60 min；用5 oA BSA的

PBST溶液稀释一抗，其中AQP2 1 l 200，ptubulin

1：500；将膜封入塑料袋中，加入一抗稀释液，4℃

过夜；PBST洗膜5 min×2次，10 min×1次；加入

PBST稀释好的荧光标记二抗液(1：2 000)，37℃

缓慢摇动60 min；Odyssey红外荧光成像仪中观察

结果并摄片。

2．6 总RNA的提取及RT—PCR检测

2．6．1 总RNA的提取：将收集细胞转入1．5 mL

离心管中，离心弃去多余PBS液，每管加入Trizol

裂解液1 mL，吸管吹打至无细胞团块，室温下放置

5 min；加三氯甲烷200肛L，混匀，室温放置10 min；

4℃、12 000 r／min，离心10 min；转上层水相至另一

1．5 mL离心管中，加三氯甲烷600 vL，混匀，室温

放置10 min；4℃、12 000 r／rain，离心10 min，转上

层水相至另一1．5 mL离心管中，加预冷的异丙醇

600 pL，混匀，一20℃放置2 h；4℃、12 000 r／min，

离心10 min，弃上清，加预冷的75％乙醇一DEPC水

溶液500弘L，混匀；4℃、7 500 r／rain，离心10 min，

弃上清，37℃、10 min烘干；溶于DEPC处理水中

至20～40 pL，测定RNA浓度及A26。／A28。值，以

A2。。／A28。值在1．8～2．0为合格；一80℃低温保存。

2．6．2 RNA逆转录：取所提取的总RNA 5 pg．
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oligo(dT)一18弓I物(0．5／xg／L)2弘L，奉h力ⅡDEPC

处理水至12弘L，70℃水浴5 min；加入M—MulV

反转录酶1弘L，42℃水浴60 min；70℃水浴10

min；冰浴2 min；一20℃保存。

2．6．3 PCR及产物电泳：AQP2基因序列由美国

nebi网站查询获得，其引物通过美国Primer 5．0软

件完成设计，并通过ncbi blast核对其特异性，由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。其中

AQP2上游引物：5，_GGCGTTTGGCTTGGGT—

ATT一37；下游引物：5'-CCGGTGTAATGGATT—

CCAAG一37；扩增长度：402 bp；内参采用pactin，其

上游引物：5'-TGGATTCCTGTGTCATCCATG—

AAAC一37；下游引物：5 7一TAAAACGCAGCTCAG—

TAACAGTCCG一3 7；扩增长度：346 bp。采用25肛L

反应体系，其中Go Taq@Green Master Mix 2×

12．5弘L；上游引物(10 mmol／L)0．5弘L；下游引物

(10 mmol／L)0．5 pL；去离子水10．5弘L；模板

1 pL。扩增条件：94℃、2 min；94℃、60 S，55℃、

60 S，72℃、60 S，共35个循环；72℃终末延伸10

min；4℃保温。取9 pL产物，加负载缓冲液1 pL，

在加入溴化乙淀的1％琼脂糖凝胶中电泳，电泳条

件为90 V恒压，约40 min。Marker为TaKaRa公

司的DNA Mark DL 2 000。电泳结束后，自动电泳

凝胶成像分析仪扫描成像。

2．7统计处理：药物不同质量浓度及不同作用时间

组均重复3次。利用Image—Pro Plus软件进行

Western blotting条带平均吸光度值分析，取目的

条带与对应内参18-tubulin条带比值，作为统计数据

(z±s)；利用Image—Pro Plus软件进行RT—PCR电

泳条带的平均灰度值测定，取目的条带与其对应的

内参pactin条带的平均灰度值比值作为统计数据

(z±s)。用SPSS 11．5统计软件进行单因素方差分

析和LSD—t检验。

3 结果

3．1 免疫细胞化学染色结果：AQP2蛋白表达在

LoVo细胞的细胞膜上。免疫细胞化学染色结果提

示，LoVo细胞AQP2蛋白的表达与大黄素的用药

剂量及用药时间存在着一定的相关性：随着用药剂

量的增加，染色程度呈下降趋势；随着用药时间的延

长，染色程度也呈下降趋势。其中大黄素40 mg／L

组及作用48 h组染色最浅。

3．2 Western blotting检测结果：Western blotting

辅证了免疫细胞化学结果。AQP2蛋白半定量免疫

印迹分析提示(图1)，细胞AQP2蛋白表达在剂量一

效应及时间一效应方面有相关性。在剂量一效应方面

(图2)，AQP2蛋白表达随着用药剂量的增加而下

降，其中高、中剂量组与对照组比较存在显著性差异

(P<0．05)，但各剂量组间比较，差异无显著性

(P>0．05)。在时间一效应方面(图3)，细胞AQP2

蛋白表达呈先上升后显著下降趋势，其中3、6h组

图1 不同质量浓度大黄素培养液作用24 h及大黄素

培养液(20 mg／L)不同作用时间处理的LoVo

细胞AQP2蛋白Western blotting免疫印迹

Fig．1 Western blotting of AQP2 protein in LoVo cells

treated with RPMI一1640 medium containing

emodin in different concentration for 24 h

and cultured with RPMI一1640 containing

emodin(20 mg／L)for different times
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图2不同质量浓度大黄素含药培养液处理24 h后的

LoVo细胞AQP2蛋白相对表达量(善±S．一=3)

Fig．2 Relative quantity of AQP2 protein expression

in LoVo cells treated with RPMI·1640 con—

taining emodin in different concentration

for 24 h(；士l。n一3)
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图3大黄素含药培养液不同作用时间处理后的LoVo

细胞AQP2蛋白相对表达量(xis，n=3)

Fig．3 Relative quantity of AQP2 protein expression in

LoVo cells treated with RPMI一1640 medium con-

taining emodin for different times o±s，n一3)
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AQP2蛋白表达上升，但无统计学意义(P>0．05)；

在作用12、24、48 h组各组AQP2表达则显著下降

(P<o．05)，作用48 h下降最为明显(P<o．01)。

3．3 RT—PCR结果：RT—PCR也从mRNA角度证

实了LoVo细胞存在着AQP2 mRNA的表达(图

4、5)。在剂量一效应方面(图6)，LoVo细胞AQP2

mRNA表达随着培养液含药浓度的增加而呈下降

趋势，与对照组相比，低剂量组AQP2 mRNA有下

降但无统计学意义，但中、高剂量则呈显著下降

(P<0．05)；与上一剂量组比较，低剂量组与对照

组、中剂量组与高剂量组之间有下降趋势但无统计

学意义，但中剂量组与低剂量组比较，则呈显著下降

(P<0．05)。在时间一效应方面(图7)，3 h组LoVo

细胞AQP2 mRNA相对表达量即显著降低(P<

0．01)；随着用药时间的延长，AQP2 rnRNA相对表

达量持续性降低，各时间组与前一时间组比较，

AQP2 mRNA相对表达量都显著降低(除48 h组

与24 h组比较P<o．05外，其余均为尸<0．01)。

M—Marker 1-对照2～4一大黄素10、20、40 mg·L“

M—Marker 1一control 2—4一emodin 10，20，and 40 mg·L一1

图4不同质量浓度大黄素含药培养液处理的LoVo

细胞AQP2 mRNA表达

Fig．4 AQP2 mRNA expression in LoVo cells treated

with RPMI一1640 medium containing emodin

in different concentration

图5大黄素含药培养液(20 mg／L)处理不同

时间的LoVo细胞AQP2 mRNA表达

Fig．5 AQP2 mRNA expression in LoVo cells treated

with RPMI一1640 medium containing emodin

(20 mg／L)for different times
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图6 不同质量浓度大黄素含药培养液处理后的LoVo

细胞AQP2 mRNA的相对表达量(工士s，n=3)

Fig．6 Relative quantity of AQP2 mRNA expression

in LoVo cells treated with RPMI一1640 medium

containing emodin in different concentration

(j士s，n=3)
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图7大黄素含药培养液(20 mg／L)处理后不同时间LoVo

细胞AQP2 mRNA的相对表达量(；士s，开=3)

Fig．7 Relative quantity of AQP2 mRNA expression in

LoVo cells treated with RPMI一1640 medium con—

taining emodin for different times(；土s，糟=3)

4讨论

大黄通过多种机制而发挥泻下效应，其中大黄

素具有胆碱样作用，可兴奋肠道平滑肌上的M受

体，使肠蠕动增加而致泻；抑制细胞膜上的Na+，

K+-ATP酶的活性，减少Na+从肠腔至细胞的转

运，使肠内渗透压增加，进而大肠内水分增加、蠕动

亢进Ⅲ。郭世铎等‘51研究证实，大黄总苷、大黄素能

够抑制结肠道对葡萄糖及钠的吸收，水的吸收减少，

肠腔容积增大而导致泻下效应。

水通道蛋白(aquaporins，AQPs)是分布于细

胞膜上的，主要负责水分子转运的一类蛋白质家族。

目前已经确定至少有13种(AQPO～AQPl2)水通
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道蛋白家庭成员，其中AQP2、AQP3[6]、AQP4口’8]、

AQP8等[9]AQPs存在于结肠。AQPs在肠道上皮细

胞大量表达，肠道水液代谢是其主要功能之一。目前

认为AQPs参与了结肠腔内水分向体内的快速转

运，AQPs使肠内容物水分吸收而形成粪便。

Gallardo等[1们发现AQP2 mRNA表达于大鼠远端

结肠隐窝细胞，表面吸收上皮细胞也有少量表达；

AQP2蛋白与H+，K+-ATP酶而不是Na+，K+一

ATP酶共表达于表面吸收细胞的顶部。这些结果表

明AQP2存在于远端结肠并参与了结肠水分的吸

收与分泌。

唐宇平等[11]发现大黄可通过抑制大鼠血脑屏

障AQP4基因的转录与表达，改善急性脑水肿大鼠

血脑屏障损伤。研究发现，中药复方泽黄颗粒能够显

著降低糖尿病大鼠肾小管AQP2的表达，这可能与

泽黄颗粒的肾脏保护作用有关[1幻；泽黄颗粒能增加

糖尿病大鼠肺微血管内皮AQPl的表达，减少肺组

织渗出，减轻肺水肿[1引。以上研究都证明，中药及其

复方在发挥药理作用时，参与机体AQPs的调节；

中药及其复方的某些药理作用可能是通过调节

AQPs的表达而实现的。

大黄发挥泻下作用机制特点之一就是改变结肠

肠腔内外水的分布，而AQP2是影响机体内水循环

及分布的重要通道分子之一。大黄素泻下效应的主

要作用机制能使结肠内水分增加、蠕动亢进。因此推

断，大黄对结肠AQP2的调节可能是影响结肠肠腔

内外水分子转运的重要机制：AQP2表达减少，可使

肠腔内容物水分增加而致泻。

本研究发现，AQP2主要位于LoVo细胞的细

胞膜上，并且大黄素可影响LoVo细胞AQP2

mRNA及蛋白的表达。在剂量一效应方面，大黄素用

药剂量增加，AQP2蛋白表达及mRNA表达线性

下调呈剂量依赖性。在时间一效应方面，随着大黄素

用药时间延长，AQP2蛋白表达表现为先上升后下

降趋势；但其AQP2 mRNA表达呈线性下调。这可

能是在用药时间较短时(3、6 h)，大黄素虽然下调

了AQP2 mRNA的表达，考虑功能蛋白的合成与

降解之间有一时间差，所以形成在大黄素含药培养

液(20 mg／L)培养3、6 h组所检测结果AQP2蛋

白升高而mRNA下降的分离现象。随着作用时间

的延长，AQP2蛋白表达随着mRNA的下调而表

现为下降趋势。

本实验结果表明，大黄素可有效抑制LoVo细

胞AQP2基因转录与翻译。由此推测，在体内大黄

素也可能有效下调AQP2表达而使结肠对水的吸

收减少、结肠肠腔内水分增加；这一机制在大黄泻下

效应中可能发挥了重要作用。但大黄素下调AQP2

蛋白及基因表达的具体机制尚需进一步深入研究。
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